ESTRUCTURA DE LOS
AcCIDOS NUCLEICOS
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Apareamientos Watson-Crick

La adenina se
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H H Hyd bond
yarogen oon
e S,
Thymine \ oL /M Adenine
e T N
N~ /c\c/N\ _H
N—c/ T NEE L
\ \ =
0 C

Deoxyribose g
Deoxyribose



Apareamientos Watson-Crick

La guanina se
aparea con la citosina
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Estructura del ADN
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Phosphodiester links

Figure 1-10
Genes and Genomics: A Short Course (3e)
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Estructura Quimica de la Doble Hélice
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Representacion de Acidos Nucleicos
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Denaturacion-Renaturacion
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Enzimas de restriccion




Endonucleasas de restriccion

Enzimas de restriccion
1962: “molecular scissors’ descubiertas en bacterias

E. coli tiene un sistema inmune enzimatico que reconoce y
destruye el ADN extrano

3,000 enzimas se han identificado



Endonucleasas de restriccion

Su nombre se debe al género, especie, cepa, orden

Ejemplo: EcoR
Género: Escherichia
Especie: coli
Cepa: R
Orden de decubrimiento:



Endonucleasas de restriccion

Los sitios de corte tienen simetria (palindrémica)

“Able was I, ere, I saw Elba”
>

<€

>
5 -GGATCC-3’

BamH1 site: 3(7 —CCTAGG—S’
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Restriction
enzyme
EcoRlI

Unmethylated 5' N GA ATT
DNA 3

Cleavage

Sticky ends

o' ) G AATTC I 3
SN CTTAA G I 5’

Part I: Restriction

— Bacteria produce restriction
enzymes that digest foreign (viral DNA)

A: Restriction Endonucleases (enzymes that cleave DNA at specific sites)

The Restriction-Modification System of Bacteria

(b)

EcoRI
methylase
Host DNA

Unmethylated 5 mamm G A A
DNA 3| 1CTT

EcoRlI will not
cleave methylated
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Part Il: Modification

— Bacteria methylate their DNA to
protect it from digestion




There are Three Types of Restriction Endonucleases

Properties of Restriction Endonucleases s
Type I Type 1 Type 111
Example EcoB EcoRI EcoPl
Recognition site TGANTGCT GAATTC AGACC
Cleavage site Aboutll' kb away from < Between G and A ) 24—26_l?ase pairs 3' to
recognition site Mds)/ recognition site
m
Methylation site TGAN;TGCT GAI’ITC AGICC
ACTNzACGA CTTAAG (only one strand methylated)
_ . 5
Nuclease and methylase in Yes No Yes
one enzyme?
Requirements for cleavage ATP, Mg?*, S-AdoMer Mg?* or Mn?* Mg?*, S-AdoMet
Requirements for methylation ATP, Mg?*, S-AdoMet S-AdoMet Mg?*, S-AdoMet

Type |l Restriction Enzymes are the Most Useful for Cloning

1) They recognize palindromic sequences — They make double-stranded
cuts

2) They cut at the site of recognition —> They generate predictable
ends



Examples of Type Il Restriction Endonucleases
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An Example of a Sticky End Ligation

Cut with EcoRI Cut with EcoR1

-

Anneal ends of vector
and foreign DNA

~ DNA ligase




DNA Ligase

Catalyzes the formation of a phosphodiester bond between a 3" hydroxyl
at the end of one DNA strand and the 5° phosphate at the end of another

strand.
Al 3' L} 3'
5 OH 5 OH
W "f}“f‘i

T4 ligase
AMP /




Endonucleasas de restriccion

Enzymes recognize specific 4-8 bp sequences
Some enzymes cut in a staggered fashion - “sticky ends”

EcoRl 5 ..GAATTC...3’
3" ..CTTAAG...5

Some enzymes cut in a direct fashion — “blunt ends”

Pvull 5 ..CAGCTG...3’
3" ..GTCGAC...5’



Usos para las enzimas de restriccion

RFLP analysis (Restriction Fragment Length Polymorphism)
DNA sequencing

DNA storage — libraries

Transformation

Large scale analysis — gene chips



Enzimas de restrccidon para transformacion

Human DNA cleaved with EcoRI Corn DNA cleaved with EcoRI
5 -C-G-G-T-A-C-T-A-G-0H _I_ PO4—A—A—T—T—C—A—G—C—T—A—C—G—3’
3’ -G-C-C-A-T-G-A-T-C-T-T-A-A-PO, HO-G-T-C-G-A-T-G-C-5’

Complementary base pairing

5 -A-C-G-G-T-A-C-T-A-G A-A-T-T-C-A-G-C-T-A-C-G-3’
3’ -T-G-C-C-A-T-G-A-T-C-T-T-A-A Tc:-—T—C—G—A—T—G—c—5’
+ DNA Ligase, + rATP
5 -A-C-G-G-T-A-C-T-A-G-A-A-T-T-C-A-G-C-T-A-C-G-3’
3 -T-G-C-C-A-T-G-A-T-C-T-T-A-A-G-T-C-G-A-T-G-C-5"

recombinant DNA molecule







Endonucleasas de restriccion

Animacion

http://www.dnai.org/b/index.html




REACCION EN

CADENA DE LA
POLIMERASA




Mezcla de Reaccion

a |niciadores (Primers )

« Taq Polimerasa

« ADN Templado

# Cloruro de Magnesio

« Buffer 10x

« Deoxinucleotidos (dNTPs)

« Agua Destilada Estéril



PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :
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wanted gene

Ist cycle

template DNA

4 copics

4th cycle

3th cycle

<=

2nd cycle
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3
) = <
8 copies 16 copies 32 copies

Exponential amplification

-------- P 35th cycle

36
2 =68 billion copics

(Andy Vicrstracte 1999)
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Fundamento de la PCR cuantitativa
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Ndmero de ciclos

‘Monitorea el proceso de
la PCR en el momento en
que ocurre: Tiempo Real,
leyendo la intensidad de la
fluorescencia luego de
cada ciclo de amplificacion

A mayor cantidad de
blanco de amplificacion, la
sefal fluorescente se
detecta en un ndmero
menor de ciclos



DEFINICIONES EN gPCR

<*LINEA BASE - Nivel basal de
fluorescencia definido durante los ciclos
iniciales de PCR. Background de
fluorescencia

<*UMBRAL - THRESHOLD - Nivel de
fluorescencia fijo por encima de la linea
base. Punto de corte seleccionado por
encima del background

<*Rn - Sefial del reportero fluorescente
normalizado. Nivel de fluorescencia
detectado durante la PCR

<+Ct - Threshold Cycle - Ciclo del umbral.
Ciclo en el cual la fluorescencia sobrepasa el
umbral y es detectada.




Eficiencia de la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa
100% Eficiencia
:Exponentl-al growth phase: - Plateau phase . [N 0] A 2( CTp— Cr,\)
signal > background -
40 - [NO]B
CtA=14yCtB=10
30 4
3 16X - A que B
é 90% Eficiencia
) N
10 {NO]]A — (1 +E)(CTB-CTA)
Threshold line 0ls
s R S AR et (1+0.9)*
° " C:;ocle numg?er © ? CtA=14 Y CtB=10




¢Como se calcula la eficiencia?

M. Kubista et al. | Molecular Aspects of Medicine 27 (2006) 95-125 101
oo
10
8]
@
& Threshold line
8 o i B D S N S
o
= % Standard curve
LL »
9
ALS
14 "
L]
lllll - T : T T T T u
0 10 20 30 40 50

Cycle number

Fig. 4. Real-time PCR standard curve. Real-time PCR response curves shown in logarithmic scale for five
standard samples. The crossing points with threshold line are the CT values. In the inset the CT values are
plotted vs. the logarithm of the initial number of template copies in the standard samples.

La eficiencia de la
gPCR puede ser
estimada mediante
curvas de calibracion
realizadas con
diluciones seriadas de
un estdandar que puede
ser DNA o un
pldsmido.

E=107—1




Ct=29.7

Curva estandar

Ct

y = -3.5222x + 41.261
R2 =0.996
.-»0 |
3
T g aty

Log Qty = 3.28



Parametros que afectan la eficiencia de PCR

Comparing PCR Efficiencies between Genes

Especificidad de
b -o- Targel Primers y sondas
—m— Reference
. acl e AT - aC2 Concentraciones altas
S x. T' de dNTPs
'\ Acf Agentes inhibidores
XL conocidos como
T————— hemoglobina, heparing,
I9G
Figure 1 Typical standard curves showing amplification of
two targets with different PCR efficiencies. Altas
Pendiente aceptable entre -3.2'y -3.8 concentraciones de

Eficiencias entre: 83 y 105% profeina



real-time

« Intuitive programming

« Fast and accurate performance

« Flexibility for multiple users
*Smallfootprint  ,..eeeeceee

.
The optical module
fits on the iCycler
base unit, offering
you Real Time
Quantitative PCR*
capability.

iC!cIer

oRad

LightCycler

Roche

FluorTracker

Stratagene

FluorImager

Molecular Dynamics




Deteccion de PCR

1. Sondas TagMan

2. Molecular Beacons

3. Sondas de hibridacion adyacentes
4. Sondas Escorpion

5. SYBR GREEN |




FRET

Fluorescence resonance energy transfer- Tiene como
fundamento que cuando hay un colorante con una alta energiay
este se encuentra muy préximo a uno de baja energia, habra
una transferencia energética entre alto y el bajo y no habra
emision de fluorescencia.

Excitation

o= O



FLUOROCROMOS Y SUPRESORES (QUENCHERS)

g g

- 3

Alexa Fluor® 488-X (517) 5 -
Oregon Green” 488-X (518) S

6-FAM™ (Fluorescein) (520)

i gOH8

CAL Fluor® 610 (611
Alexa Fluor® 594 (616
Texas Red®-X (617)

Bodipy® 630/650-X (653)
Oyster® 645 (663)

™
Alexa F Iuo?xgﬂ ((gg(s);

Bodipy® 650/665-X (672
Alexa Fluor® 660 (691
Cy5.5™ (706

o
I 8
. & =
TAMRA™ (583) =
g Rhodamine Red™ -X (592 o
- ROX™ (608
4
e

TS50 mnm




Sondas TagMan

Reporter dye
Quencher dye
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SYBR Green I

» Afinidad por la doble
cadena de DNA (100
veces la del Br Etidio)

- La fluorescencia en
doble cadena es 1000 la
del colorante libre

+ Excitaa 480 nmy
fluoresce a 520 - 530

* No especifico




¢Y la Tag? Es siempre la misma? ¢ Qué es Pfu? é Pfx?
éPHI297
Y los primers degenerados

Y la concentracion de MgCl2



Los componentes de la PCR

* lones Mg++

* Mg es un cofactor esencial de
la polimerasa de ADN

* Cantidad puede variar
0.5a3.5uM

Muy bajo: Taq no va a trabajar
Muy alto: mispriming

http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/p14.html



Afecta: Anillaje de los primers, las temperaturas de
disociacion del templado y del producto, la
especificidad, formacion de artefactos de dimeros de
primers y la fidelidad y |la especificidad de |la enzima

Ya lo veremos, aumentar la concentracién de MgCl,
hace que la PCR se vuelva mutagénica



Los componentes de la PCR

Nucleotidos 20-400 uM funciona bien

Mucho: misprimingy errores
Mucho: pueden tomar el Mg++
Poco: Productos fantasmas o débiles

Edad

Numero de descongelados

Solo 3-5 ciclos es suficiente para que no
funcione

(uM each) Diluir en buffer (eg. 10mM Tris pH 8.0

RO 300 para prevenir hidrdlisis acida)
;'-523451.52345'-523451_52345 | . o,
‘ . = ¢ Contaminacion

] . : -
|

http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/p13.html




Polimerasas

* DNA polimerasas para PCR :Termoestables

DNA Polymerase Source

Taq Thermus aquaticus
Amplitaq® Thermus aquaticus
Hot Tub™ Thermus flavis
Pyrostase™ Thermus flavis

Vent™ Thermococcus litoralis
Deep Vent™ Pyrococcus GB-D

Tth Thermus thermophilus
Pfu Pyrococcus furiosus
ULTma™ Thermotoga maritima




TABLE 8-2 Activities and Functions of DNA Polymerases

Prokaryotic (E. colf) Number of Function
subunits

Fol | 1 RNA primer removal, DNA repair

FPol 11 (Din A) 1 DNA repanr

Pol HI core 3 Chromosome rephication

Pal 1l holoenzyme 9 Chromosome replication

Fol IV (Din B) ) DA repar, Trans Lesion Syntnesis
(TLS)

Fol V (UrwC, UmuD',C) 3 TS

Eukaryotic Number of Function

subunits

Pol « 4 Primer synthesis dunng DNA
rephcation

Fol B 1 Base excision repair

Pol -y 3 Mitochondrial DNA replication
and repar

Fol & 2-3 DNA replication; nucleotide
and base excision repair

Fol e 4 DNA replication; nucleotide and
base excision repair

Fol ¢ 1 DNA reparr of crossiinks

Pol ¢ 1 Translesion syomnesis (TLS)

Fal A 1 Meiosis-associated DNA repair

kol 1 Somalic hyparmutation

Fol v | TLS

Polq | Relatively accurate TLS past
cis-syn cyclobutane dimers

Fol v 1 TLS, somalic hypernmutaticn

Revl 1 LS

Source: Data from Sutton and Walker, 2001 and references therein



DNA polimerasas eucariotas

¢ Procariotas tienen 3 actividades:
O Polimerasa 5’- 3’
O Exonucleasa 5- 3 (eliminar el primer)
O Exonucleasa 3- 5" (corregir)

e |Las eucariotas:

O No tienen actividad exonucleasa 5’- 3" (esta funcién la hace otra
proteina aparte)

O Solo las que elongan (9, y, €) tienen exo 3°- 5’



DNA polymerase |
Holoenzyme

Large fragment

Proteolysis (Klenow fragment)

polymerase | Lg.sa
domain exonucle_ase . 5'-» 3'exonuclease
3' > 5' exonuclease domain  doMain

http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/genetics/biotech/enzymes/klenow.html



Polimerasas

Diferencias entre Taq y Pfu

1. Actividad 3’ = 5’ exonucleasa

Polimerasas con esta actividad tienen menor

tasa de error, corrigen el ultimo nt mal
incorporado (proofreading)

* Tag no actividad 3’ - 5’ exonucleasa: mayor
cantidad de errores (1.1 x 10 -4
sustituciones / base)

* Pfu si tiene actividad (1.6 x 10-6 errores/ base)

T wargemw atioms of raeo
Laustesrrmas b Bowwrs oo
Irvasoscd ol A

Shife back o norrmal
SOowrens ol L dliamuges Buaase
prairiogs with T

Sy ey P ewels ity
e wwrpsase it bowey ool Comves ®
Brmese LAY




Polimerasas

Diferencias entre Taq y Pfu

L oy-A" cam plified
PCR products
L 5
. .. . AT OS5 pl o PCR provciuct
*Pfu no tiene actividad transferasa terminal: v L prd gy

productos de PCR con extremos romos

(blunt ends) . v >

-\

2. Actividad transferasa terminal

i o
Para clonar o agregar 3’ — Ay ligar en Vevector f—] nJ Tvector

, 5 3
vectores con 3’ =T overhangs o clonar en vopolsomessse-medisted Roation

vectores blunt or conventional gation




Diferencias entre Taq y Pfu

3- Velocidad de sintesis

eTaqg: mas rapida (2000 nucledtidos / min)

¢ Pfu mas lenta (500nt/min)

Importante para determinar el tiempo de elongacion

4- Termoestabilidad
ePfu: vida media 18-25h a 952C
eTag: menos de 1h a 952C (tener en cuenta la duraciéon de la PCR)

ePfu: temperaturas de denaturacion mas altas (982C). Importantes para productos de
PCR ricos en GC



Phi29 DNA polymerase isothermal reaction

picograms to micrograms of eDNA
A 302C sin termociclador

En la naturaleza los virus y plasmidos se replican por el mecanismo del ROLLING CIRCLE (RCA

Se usan muchos primers al azar y funciona por desplazamiento de la hebra no templado
Los primers al azar permiten |la copia de las dos hebras

c,.m,\ (f
S 0O C

- Random hexamer
® Phi29 DNA Polymerase

its capacity to perform strand displacement DNA synthesis for more than 70,000 nt
without dissociating from the template

Dean et al., 2010



PRIMERS

http://www.premierbiosoft.com/
tech notes/PCR_Primer Design.html|




Los componentes de la PCR

* Primers * Edad
* Numero de veces descongelados
* Contaminacion
» Cantidad

Can vary over a wide range (50X)
Mas comun: 100-500 nM

Muy bajo: baja amplification
Muy alto: low amplification

http://info.med.yale.edu/genetics/ward/tavi/p05.html



Ta es la temperatura a la cual los primers se
anillan con el ADN templado, se puede
calcular a partir del Tm

T =T

a m_primer

- 5°C



Temperatura de anillaje

Ta=0.3 x Tm(primer) + 0.7 Tm (product) — 14.9
donde,
Tm(primer) = Tm de los primers

Tm(product) =Tm del producto



Accepted Nucleic Acid codes:
A --> adenosine M --> A C (amino)
C --> cytidine S --> G C (strong)
G --> guanine W --> A T (weak)
T --> thymidine B-->GTC
U --> uridine D-->GAT
R --> G A (purine) H-->ACT
Y --> T C (pyrimidine V-->GCA
K -->G T (keto) N -->AGCT (any)
Accepted amino acid codes:
A alanine P proline
B aspartate or asparagine Q@ glutamine
C cystine R arginine
D aspartate S serine
E glutamate T threonine
F phenylalanine U selenocysteine
G glycine V valine
H histidine W tryptophan
I isoleucine Y tyrosine
K lysine Z glutamate or glutamine
L leucine X any
M methionine * translation stop
N asparagine




T. Cruzi (145 pb)

Productos de PCR
Determinacion del Peso Molecular

—__

1y 4 - Marcadores moleculares
T. cruzi
T. rangeli

2 -
3 -

T. Rangeli (185 pb)



